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(S) Dedifferenzierte, programmierbare Stammzellen monozytaren Ursprungs, sowie deren Herstellung und 
Verwendung 

(57) Die Erfindung betrifft die Herstellung von dedifferen- 
zierten, programmierbaren Stammzellen aus menschli- 
chen Monozyten durch Kultivieren von Monozyten in ei- 
nem Kulturmedium, welches M-CSF und IL-3 enthalt. Die 
Erfindung betrifft ferner pharmazeutische Praparate, wel- 
che die dedifferenzierten, programmierbaren Stammzel- 
len enthalten sowie die Verwendung dieser Stammzellen 
zur Herstellung von Zielzelien und Zielgewebe. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung betrifft dedifferenzierte, programmierbare Stammzellen abgeleitel von humanen Monozyten, so- 
wie deren IlerstelLung und deren Verwendung zur Ilerstellung von Korperzellen und Gewebcn. GemaB einer besonders 
5 bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung handelt es sich urn autologe humane Stammzellen, d. h. die monozytare 
Ursprungszelle stamml von demjenigen Patienten, der mil der aus der Ursprungszelle hervorgegangen Stammzelle bzw. 
mit den aus dieser Stammzelle hervorgegangenen Korperzellen therapiert werden soil. 

10002] Als "Stammzellen" werden solche Zellen bezeichnet, welche (a) die Fahigkeit zur Selbst-Vermehrung und (b) 
die Fahigkeit zur Als "Stammzellen" werden solche Zellen bezeichnet, welche (a) die Fahigkeit zur Selbst-Vermehrung 
to und (b) die Fahigkeit zur Bildung mindestens eines und vielfach zahlreicher speziahsierter Zelltypen besitzen [vergl. Pe- 
ter J Donovan und John Gearhart, Nature 414, 92-97, (2001)]. Als " pi uri potent" werden Stammzellen bezeichnet die 
sich in im wesentlichen alle denkbaren Zelltypen des menschlichen und tierischen Korpers diflerenzieren konnen. Der- 
artige Stammzellen sind bisher nur aus embryonalem Gewebe bzw. aus embryonalem Karzinom (testikularen lumoren) 
erhalllich (vergl a a O ) Die Verwendung embryonaler Stammzellen wird in der OlTenthchkeil insbesondere in 
Deutschland umfangreich diskutiert und als auBerordentlich problematisch betrachtet. Neben der mit embryonalen 
Stammzellen verbundenen ethischen und rechtlichen Problematik, stoBt auch der therapeutische Hinsatz derartiger 7*1- 
len auf Schwierigkeiten. NaturgemaB stammen embryonale Stammzellen von Spender-Orgamsmen, die gegenuber den 
potentiellen Empfangern von aus diesen Zellen hervorgegangenen differenzierten Zellen oder Gewebe (nachrolgend als 
Ziclzcllcn odcr Ziclgewcbc bezeichnet), hctcrolog sind. Es ist somit zu crwartcn, daB derartigc Ziclzcllcn in den poten- 
tiellen Empfangern eine immunologische Sofortantwort im Sinne der AbstoBung auslosen werden. 
10003] Stammzellen lassen sich auch aus verschiedenen Geweben adulter, d. h. ausdifferenzierter Individuen isolieren. 
Derartige Stammzellen werden als "multipotente adulte Stammzellen" bezeichnet. Sie spielen im Korper eine Rolle bei 
der Geweberegeneration und bei der Homoostase. Der wesentliche Unterschied zwischen embryonalen plunpotenten 
Stammzellen und adulten multipotenten Stammzellen Uegt in der Zahl der differenzierten Gewebe, die aus den jeweih- 
gen Zellen gewonnen werden konnen. Ursache hierfur ist vermutlich, daB pluripotente Stammzellen aus Samenzellen 
Oder aus Zellen hervorgehen, die Samen produzieren konnen, wahrend adulte multipotente Stammzellen aus dem Korper 
Oder dem Soma adulter Individuen stammen (vergl. a. a. O., Seite 94), die zur Samenproduktion mcht in der Lage sind^ 
[0004] Die eigentliche Problematik bezuglich der Gewinnung und Verwendung adulter Stammzellen beruht jedoch aul 
dem seltenen Vorkommen dieser Zellen. So finden sich im Knochenmark Stammzellen nur im Verhaltnis von 1 : 10.000, 
im peripheren Blut von 1 : 250.000 und in der Leber im Verhaltnis von 1 : 100.000. Die Gewinnung derartiger Stamm- 
zellen ist somit sehr aufwendig und fur den Patienten belastend. Daruber hinaus ist die Generierung groBer Zellmengen, 
wie sie zur klinischen 'lTierapie benotigt werden, mit vertretbarem Aufwand bisher kaum moghch. 
10005] Dem stent ein standig wachsender Bedarf an Moglichkeiten zur Behandlung von zerstortem Gewebe im Sinne 
des "tissue engineering" oder als zellulare Therapie gegenuber, im Rahmen derer Haul-, MuskeK Herzmuskel-, Leber-, 
35 Insel- Nerven- Neuronen-, Knochen-, Knorpel-, und Endothelzellen und Fettzellen etc. zu ersetzen sind. 

[0006] Entscheidend ist in diesem Zusammenhang die fur die westliche Welt vorauszusehende Entwicklung des Al- 
ters- und Krankheitsprofils der Bevolkerung, die fur die nachsten 10 Jahre eine drastische Wende auf dem Gesundheits- 
und Versorgungssektor der westeuropaischen Bevolkerung einschl. USA und Kanada crwarten laBt. Allcin fur die Bun- 
desrepublik Deutschland laBt die demografische Entwicklung bis zum Jahre 2015 einen Zuwachs der Bevolkerung in den 
40 Altersklasse von 45-64 Jahren urn 21% und in der Gruppe der uber 65jahrigen einen Zuwachs von 26% vermuten. Hier- 
aus wird zwangslaufig eine Wandlung der Patientenstruktur und des behandiungsbedurftigen Krankheitsspektrums resul- 
tieren Vorhersehbarerweise werden Erkrankungen des I Ierz-Kreislauf-Systems (Hochdruck, Myocardinfarkt), GefaBer- 
krankungen durch Arteriosklerose und Stoffwechselerkrankungen, metabolische Erkrankungen wie Diabetes mellitus, 
LeberstofTwechselerkrankungen, Nierenfunktionserkrankungen sowie durch altersbedmgte Degeneration verursachte 
45 Erkrankungen des Knochen- und Knorpelgeriistes und degenerative Erkrankungen des Cerebrums durch neuronale und 
gliale Zellverluste zunehmen und innovative Behandlungskonzepte erforderlich machen. 

[0007] Vor diesem Hintergrund erklaren sich die immensen nationalen und intern ationalen Bemuhungen an Forschung 
und Entwicklung beteiligter Fachleute, Stammzellen in die Hand zu bekommen, die sich in ausdifferenzierte gewebety- 
pische Zellen (Leber, Knochen, Knorpel, Muskel, Haul etc.) programmieren lassen. 

[0008] Der Erfindung liegt somit die Aufgabe zugrunde, Stammzellen zur Verfugung zu stellen, deren Generierung 
keine ethischen und/oder rechtlichen Probleme verursacht, die schnell fur den geplanten Therapieeinsatz in den hierfur 
erforderlichen Mengen und zu vertretbaren Herstellungskosten zur Verfugung stehen, und die beim Einsatz als "zellulare 
Therapeutika" keine oder keine nennenswerten Nebenwirkungen im Sinne der zellularen AbstoBung und der Induktion 
von Tumoren, insbesondere von bosartigen Tumoren, in dem jeweiligen Patienten auslosen. 

[0009] ErfindungsgcmaB wird diese Aufgabe durch die Herstcllung von dedifferenzierten, programmierbarcn Stamm- 
zellen aus menschlichen Monozyten gelost. Der Begriflf "Dedifferenzierung" ist dem auf dem einschlagigen Gebiet tati- 
gen Fachmann gelaufig, vgl. beispielsweise Weissmann I. L., Cell 100, 157-168, Abb. 4, (2000). Er bedeuted die Ruck- 
fuhrung einer bereits spezialisierten (differenzierten) Korperzelle in den Status einer Stammzelle, d. h. emer Zelle, wel- 
che ihrerseits in eine Vielzahl von Zelltypen uberfuhrt (program miert) werden kann. Uberraschenderweise hates sich ge- 
60 zeigt, daB das erfindungsgemaBe Verfahren zur Dedifferenzierung von Monozyten fuhrt. Die auf diese Weise hergestell- 
ten Stammzellen lassen sich in zahlxeiche verschiedene Zielzellen, bzw. Zielgewebe umwandeln (programmieren), vgl. 
Beispiele. Die erfindungsgemaBen Stammzellen exprimieren neben dem fur ausdifferenzierte Monozyten kennzeicimen- 
den Oberflachenantigen CD 14 mindestens einen, vorzugsweise zwei oder drei, der typischen Plunpotenzmarker CD90, 
CD1 17 CD123 und CD135. In besonders bevorzugter Weise exprimieren die erfindungsgemaB hergestellten Stammzel- 
65 len sowohl das Oberflachenantigen CD14 als auch die vier Pluripotenzmarker CD90, CD117, CD123 und CD135, vgl. 
Beispiel 2, Tabelle 1 . Es werden damit erstmals adulte Stammzellen zur Verfugung gestellt, die mnerhalb kurzer Zeit zu 
vorzugsweise autologen Geweben reprogrammierbar sind. 

10010] Die Generierung der erfindungsgemaBen Stammzellen ist fur den Patienten vollig unbedenkhch und ~ bei auto- 
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loger Anwendung - mil einer Eigenbluispende vergleichbar. Die fur die ublichen Therapieoptionen (s. oben) benotigte 
Menge an Stammzellen (10 8 bis 10 9 Zellen) kann innerhalb von 10 bis 14 Tagen nach Blutabnahnie kostengiinstig bereit- 
gesielli werden. Daruber hinaus erzeugt das fur die Therapie vorgesehene Zellprodukt kein immunologisches Problem 
im Sinne der ZellabstoBung, da vorzugsweise Zellen und Empfanger genetisch identisch sind. 

[0011] Die erfindungsgemaBen Stammzellen erwiesen sich ferner im Tierversuch und in Kukur als risikolos bezuglich 5 
der Malignomentstehung. ein Ergebnis, welches aufgrund der monozytaren Ursprungszelle, von der sich die erfindungs- 
geniaBen Stammzellen ableiten, nichi anders zu erwarten isl. 

[0012] Die wesentlichen Schritte des erfindungsgeniaBen Verfahrens zur Herstellung von aduken Siammzellen umfas- 
sen: 

10 

(a) Isolieren von Monozyten aus Human-Blut, 

(b) Vermehren der Monozyten in einem geeignelen Kulturmedium, welches den Makrophagen-Kolonie-stimulie- 
renden Haktor (nachtolgend als M-CSF bezeichnet) enthalt; und 

(c) Kulli vieren der Monozylen in Gegenwart von Inlerleukin 3 (IL-3). Das Vermehren und die Behandlung mil IL- 

3 konnen in einer Suite durchgef uhrt werden, indem man dem Kulturmedium sowohl den Wachstumsfaktor als auch 15 
IL-3 zusetzt. 

[0013] GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden die Zellen ferner in Gegenwart einer Mer- 
caplovcrbindung kultivicrt. Die Kultivicrung kann in einer gesondcrtcn Vcrfahrensstufc erfolgen, die sich an die obcn bc- 
schriebene Kultivierung anschlieBl. Sie kann jedoch auch in der gleichen Stufe erfolgen, indem man dem Kulturmedium, 20 
vorzugsweise bereits zu Beginn der Kultivierung, ferner die Mercaptoverbindung zusetzt. 

[0014] Im AnschluB an die Kultivierung der Zellen in Gegenwart von M-CSF, sowie in Gegenwart von IL-3 und gege- 
benenfalls einer Mercaptoverbindung, erfolgt vorzugsweise eine Behandlung mil einem biologisch vertraglichen organi- 
schen Losungsmittel. 

[0015] Das erfindungsgemaBe Verfahren fiihrt uberraschenderweise zur DedifFerenzierung der Monozyten, wobei die 25 
aus der DedifTerenzierung resuluerenden Stammzellen neben dem fiir ausdifTerenzierte Monozyten typischen Oberfla- 
chenantigen CD 14 auch mindestens einen oder mehrere, vorzugsweise samtlicheder Pluripotenzmarker CD90, CD 11 7, 
CD 123 und CD 135 exprimieren (vergl. Tabelle 1). Die Expression der jeweiligen Marker (Oberflachenantigene) kann 
mittels kommerziell erhaltlicher Antikorper mil Spezifitat gegeniiber den jeweils zu ermittelnden Antigenen nut ublichen 
Immunnachweisverfahren nachgewiesen werden, vgl. Beispiel 2. 30 
(0016] Da die Zellen wahrend des Vermehrungs- und Dedifferenzierungsprozesses am Boden des je weiligen Kullurge- 
faBes haften, ist es erforderlich, die Zellen nach AbschluB der Dedifferenzierung vom Untergrund zu losen. Die Ablo- 
sung kann mechanisch erfolgen, bevorzugt ist jedoch die enzymatische Ablosung mil beispielsweise Trypsin. 
[0017] Die so erhaltenen, frei im Medium flottierenden dedifTerenzierten programmierbaren Stammzellen konnen ent- 
weder direkt dem ReprograminierungsprozeB zugeflihrt werden, oder aber fiir einige Tage im Kulturmedium gehalten 35 
werden, wobei in letzterem Falle dem Medium vorzugsweise ein Zytokin oder LIF (leucaemia inhibitory factor) zuge- 
setzt wird, urn vorzeitigen Verlust der Programmierbarkeit zu vermeiden (vgL Donovan und Gearhart, a. a. O., Seite 94). 
SchlicBIich konnen die Zellen zum Zwecke der Lagcrung ohne Verlust der Programmierbarkeit tiefgefroren werden. 
[0018] Die erfindungsgemaBen Stammzellen unterscheiden sich von den bisher bekannten pluripotenten Stammzellen 
embryonalen Ursprungs und von den bekannten adulten Stammzellen aus unterschiedlichen Geweben dadurch, daB sie 40 
neben den multipotenten Stammzellmarkern CD90, CD117, CD123 und/oder CD135, auch den typischen DifTerenzie- 
rungsmarker CD14 der Monozyten auf ihrer Oberflache tragen, aus denen sie hervorgegangen sind. 
[0019] Die nach dem erfindungsgemaBen Verfahren hergestellten Stammzellen konnen zu beliebigen Korperzellen re- 
programmiert werden. Verfahren zum Reprogrammieren von Stammzellen sind im Stand der Technik bekannt, vergl. 
beispielsweise Irving L. Weisman, Science 287, 1442-1446 (2000) und Insight Review Articles "Nature 414, 92-131, 45 
(2001), sowie das Handbuch "Methods of Tissue Engineering", Herausg. Anthony Atala und Robert P, Lanza, Academic 
Press, ISBN: 0-12-436636-8; Library of Congress Catalog Card No. 200188747. 

[0020] Beispielsweise konnen die erfindungsgemaBen Stammzellen einfach und zuverlassig in gewiinschte Zielzellen, 
wie beipielsweise Adipozyten (vgl. Beispiel 6), Hepatozyten (vgl. Beispiel 7) und Keratinozyten (vgl. Beispiel 8) diffe- 
renziert werden, in dem man die Stammzellen in einem Medium wachsen laBl, welches den Uberstand des Kultunnedi- 50 
urns enthak, in dem die jeweiligen Zielzellen und/oder Fragmente derselben inkubiert wurden. Dieser Uberstand wird 
nachfolgend als "Zielzell-konditioniertes Medium" bezeichnet. 

[0021] Zum Differenzieren (Reprogrammieren) der erfindungsgemaBen Stammzellen, kann demgemaB so vorgegan- 
gen werden, daB man 

55 

a) Gewebe zerkleinerl, welches die gewiinschten Zielzellen e nth a It oder aus diesen besteht; 

b) die Gewebezellen (Zielzellen) und/oder Fragmente derselben gewinnt; 

c) die Zielzellen und/oder Fragmente derselben in einem geeignelen Kulturmedium inkubiert; 

d) den Uberstand des Kulturmediums wahrend und nach der Inkubation als Zielzell-konditioniertes Medium sam- 
melt; und 60 

e) zum Reprogrammieren/Differenzieren von Stammzellen in die gewiinschten Zielzellen oder Zielgewebe die 
Stammzellen in Gegenwart des Zielzell-konditionierten Mediums wachsen laBt. 

[0022] Als Kulturmedium konnen ubliche Zellkultur-Medien verwendet werden (vergleiche Beispiele). Vorzugsweise 
enthalten die Medien Wachstumsfaktoren, wie beispielsweise den epidermalen Wachstumsfaktor (Epidermal Growth 65 
Factor). 

10023] Die Inkubation der Zielzellen und/oder Fragmente derselben ("Zellpellet") kann 5 bis 15. vorzugsweise 10 Tage 
lang erfolgen. Vorzugsweise wird der Uberstand, d. h. das Zielzell-konditionierte Medium jeweils nach 2 bis 4 Tagen ab- 
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genonimen und durch frisches Medium ersetzt. Die so gewonnenen Uberstande konnen getrennt oder vereinigt steril fil- 
trierl und bei etwa -20°C gelagert oder direkt zum Programmieren von StanimzeUen eingesetzt werden. Wie oben dar- 
gelegt, erfolgi die Programmierung der StanimzeUen in die gewunschten Zielzellen dadurch, daB man Stammzellen in 
Gegenwart des mil den jeweiligen Zielzellen konditionierten Mediums wachsen laBt (vgl. Beispiele). Vbrzugsweise ent- 
5 hall das Wachstumsmedium zusatzlich einen Zielzeli-spezifischen Wachstumsfaktor, wie beispieisweise den "Hepato- 
cyte Growth Factor" oder den "Keratinocyte Growth Factor" (vgl. Beispiele). 

[0024] Die erfindungsgemaBen dedirYerenzierten, programmierbaren Stammzellen sind per se als pharmazeutisches 
Praparat einsetzbar. Stammzellen besitzen die Fahigkeit, sich in vivo durch den direkten Kontakt mil dem Zellverband 
eines bestimmten Zelltyps spontan in Zellen dieses Typs zu dirYerenzieren. Verfahren zur Gewebeherstellung unter Ein- 

10 satz von re- oder um-differenzierbaren Zellen ("tissue engineering") sind im Stand der Technik bekannt. Beispieisweise 
wurde von Wang, X. el al., "Liver repopulation and correction of metabolic liver disease by transplanted adult mouse 
pancreatic cells" in Am. J. Pathol. 158 (2), 571-579 (2001) gezeigt, daB sogar bestimmte adulle Zellen der Bauchspei- 
cheldriise der Maus in der Lage sind, sich in FAH deft zien ten Mausen zu Hepatozyten umzuwandeln, die den metaboli- 
schen Stoffwechsel defekt in diesen Tieren voll kompensieren konnen. Ein weileres Beispiel sind die Untersuchungen 

15 von Lagasse et al., "Purified hematopoietic stem cells can differentiate into hepatocytes in vivo", Nature Medicine, 6(1 1), 
1 229-1234 (2000). Die Autoren haben gezeigt, daB hamatopoetische Stammzellen aus dem Knochenmark in der Lage 
waren, sich nach in vivo Transfer in FAH-defiziente Mause in Hepatozyten umzuwandeln, die dann den metabolischen 
Defekt kompensieren konnten; siehe auch den Ubersichtsartikel von M. Grompe, "Therapeutic Liver Repopulation for 
the Treatment of Metabolic Liver Diseases" in Hum. Cell, 12: 171-180 (1999). 

20 J 0025] Bevorzugte Applikationsfomien fur die erfindungsgemaBen Stammzellen sind Injektion, Infusion oder Implan- 
tation. Fur die Injektion oder die Infusion konnen die Zellen in PBS (phosphate buffered sahne) verabreicht werden. 
[0026] Bevorzugte Beispiele fur in diesem Zusammenhang relevante Indikationen sind: Leberzirrhose, Pankreasinsuf- 
fizienz, akutes oder chronisches Nierenversagen, hormonelle Unterfunktionen, Herzinfarkt, Lungenembolie, Schlagan- 
fall und Hautschaden. 

25 [0027] Fur die therapeutische Verwendung der aus den erfindungsgemaBen Stammzellen erhaltlichen Zielzellen stehen 
zahlreiche Konzepte zur Verfugung [siehe oben Science 287, 1442-1446 (2000) und "Nature 414, 92-131, (2001)]. 
[0028] So konnen die Zellen direkt in die zu rekonstituierenden Organe eingebracht werden. Das Einbringen kann uber 
Matrixkonstruktionen erfolgen, die mit entsprechend differenzierten oder differenzierungsfahigen Zellen beschichtet 
werden. Die Matrix konstruktionen sind in der Regel bioabbaubar, so daB sie wahrend des Verwachsens der neu einge- 

30 brachten Zellen mit den vorhandenen Zellen aus dem Korper verschwinden. In Betracht kommen unter diesem Gesichts- 
punkl beispieisweise zeliuliire, vorzugsweise aulologe Transplantate in Form von Tnselzellen, Hepatozyten, Fetlzellen, 
Hautzellen, Muskeln, Herzmuskeln, Nerven, Knochen, endokrinen Zellen etc. zur Restitution beispieisweise nach par- 
tieller chirurgischer Resektion eines Organes, zur Reparatur beispieisweise nach einem Trauma oder zur unterstutzenden 
Anwendung, beispieisweise bei fehlender oder zu geringer Organfunktion. 

35 [0029] Die erfindungsgemaBen Stammzellen und die aus ihnen hervorgegangenen Zielzellen kdnnen ferner zur Be- 
schichtung von Prothesen wie Herzklappen, GefaBprothesen, Knochen- und Gelenkprothesen etc. dienen, um die Bio- 
kornpatibilitat zu erhohen. 

[0030] Die Zellen konnen auch in kunstlichen Konstrukten, wie beispieisweise in Beuteln oder Kammern in den Kor- 
per eingebracht werden, um beispieisweise kunstliche Inselzellportkammern zur Versorgung mit Insulin zu schaffen. 

40 Entsprechend konnen beispieisweise Adipozyten-gefullte Polymere zum Brustaufbau nach Operationen und fur alle wei- 
teren Indikationen der plastischen und/oder kosmetischen Korrektur zum Einsatz kommen. Weiter konnen semiperme- 
able Portkammersy steme, bestuckt mit endokrinen Zellen verschiedenster Provenienz, in vivo zur Behandlung endokri- 
ner, metabolischer oder hamostatischer Erkrankungen zum Einsatz kommen. Beispiele fur derartige endokrine Zellen 
sind Thyroxin, Steroide, ADH, Aldosteron, Melatonin, Seratonin, Adrenalin, Noradrenalin, TSH, LH, FSH, Leptin, Cho- 

45 lezystokinin, Gastrin, Insulin, Glucagon, oder Gerinnungsfaktoren produzierende Zellen. 

[0031] Die aus den erfindungsgemaBen Stammzellen hervorgegangenen Zielzellen kdnnen dariiber hinaus als Zellkul- 
turen auBerhalb des Korpers in Bioreaktoren eingesetzt werden, um beispieisweise Entgiftungsreaktionen durchzufuh- 
ren. Diese Verwendungsform ist insbesondere bei akuten Zustanden relevant, beispieisweise bei akutem Leberversagen 
als Hepatozyten-Bioreaktor oder als Peritonealzellen enthaltendes Dialysat zur Anwendung bei der Peritonaldialyse nie- 

50 reninsuffizienter Patienlen. 

[0032] Die Herstellung der oben beschriebenen Konstrukte und die Durchfuhrung der entsprechenden Therapieverfah- 
ren ist im Stand der Technik bereits vielfach beschrieben, vergleiche beispieisweise die Ubersichtsartikel Lalan S., Po- 
merantseva I., Vacanti J. P., "Tissue engineering and its potential impact on surgery", World J. Surg. 2001, 25, 
1458-1466; Nassen B. A., Ogawa K., Vacanti J. P., "Tissue engineering: an evolving 21st-century science to provide re- 

55 placement for reconstruction and transplantation", Surgery 2001; 130, 781-784; Fuchs J. R., Nassen B. A., Vacanti J. P., 
"Tissue engineering: a 21st century solution to surgical reconstruction", Ann. Thorac. Surg. 2001; 72, 577-591. 
[0033] SchlieBlich wird durch die erfindungsgemaBen pluripotenten Stammzellen ein weites Feld fur die transgene 
Modification und Therapie eroffnet. So konnen die dedirYerenzierten, programmierbaren Stammzellen gemaB der Erfin- 
dung per se oder die von ihnen abgeleiteten Zielzellen mit spezifischen Genkonstrukten transfiziert werden. Auf diese 

60 Weise konnen Gene, die fur die Aufrechterhaltung metabolischer Leistungen in bestimmten Organen, wie beispieisweise 
Leber oder Niere, erforderlich sind, wiederhergestellt bzw. unterstutzt oder neu eingebracht werden. Beispieisweise kon- 
nen Stammzellen oder von diesen abgeleitete Hepatozyten mit dem. FAH-(Fumaryl-Acetoacetat-Hydrolase) Gen trans- 
fiziert werden. Im FAH-defizienten Mausmodell geniigte die intrasplenische Injektion von 1000 FAH-positiven Spender- 
hepatozyten, um nach 6 bis 8 Wochen die Leber komplett zu repopularisieren und den zur Lebercirrhose fuhrenden me- 

65 tabolischen Defekt voll zu kompensieren (vgl. Grompe M. et al. Nat. Genet. 12, 266 ff, 1996). 

[0034] Entsprechend kann durch Transfektion der Stammzellen bzw. der jeweiligen aus den Stammzellen durch Pro- 
grammierung hervorgegangenen Zielzellen (beispieisweise hamatopoetische Zellen, Hepatozyten, Ovarzellen, Muskel- 
zellen, Nervenzellen, Neurone, Gliazellen, Korpel- oder Knochenzellen, etc.) mit "Multi-Drug-Resistance-Genen" die 



4 



erweilerle radikale Chemoiherapie bei malignen Erkrankungen durch entsprechende hamalopoietische Rekonslitution 
ermoghchl werden oder Strahlenresistenz erzeugt werden. 
(0035] Die Erfindung wird nachfolgend im einzelnen erlautert: 

Ausgangsmaterial fur das erfindungsgemaBe Verfahren sind Monozvien aus humanem Blul. Vorzugsweise handeli es 
sich in Monozylen, die aus dein Blut desjenigen Palienlen stammen, welcher mil den erfindungsgemaBen Stammzellen 
Oder den aus diesen hergestellten Zielzellen iherapiert werden soil. 

10036] Zur Gewinnung der Monozylen kann das Blul zunachst nach ublicher Behandlung mil einem Antikogakulanz 
m ^ ka ""' e W * lse ' w™«fweise durch Zentrifugation, in Plasma sowie in weiBe und role Blutzellen gelrennl werden 
Nach der Zenlntugalion findel sich das Plasma im Uberstand; darunter liegt eine Schichl. welche die Gesamtheit der wei- 
Ben Blutzellen enthalt. D.ese Schichl wird auch als "Buffy coat" bezeichnel. Darunter befindet sich die rote Blutzellen 
emnaliende Phase (Haematoknt). 

[0037] AnschlieBend wird die "Buffy coal" Schichl isoliert und zur Gewinnung der Monozylen beispielsweise durch 
Zenlntugieren nach bekannten Vertahren aufgetrennt. GemaB einer bevorzugten Verfahrensvariante wird die "Buffy 
coal Schichl aufein Lymphozylenseparalionsmedium (Ficoll Hypaque) geschichtet und zenlrifugiert (veigl. Beispiel 1) 
Durch weiteres Zenmtugieren und Sjpulen wird die Fraklion der Monozylen aus dem Blul gewonnen (veigl. Beispiel l). 
[0038] Beip.ele fur alternative Verfahren zur Gewinnung der Monozylen aus dem Vollblut sind das "Fluorescent- Acti- 
vating Cell Sorung (FACS) das "Immunomagnelic Bead Sorting" und "Magnetic Acti vated Cell Sorting" (MACS) oder 

ttzzzzsz^Kftsr*'** 1 E " " Sin,p,ified p ™ ce< " ,re for ,he " iia,ion of hL - 

[0039] Fur die Herstellung einer ausreichenden Menge an Stammzellen ist es zunachst erforderlich, die Monozylen zu 
2TZ,T' i'T" 1 ZWeCk „ k °"^" ^ kannte > fur Monozylen geeignete Wachstumsmedien verwendet werden, wobei 
das Medium erfindungsgemaB M-CSF (macrophage^olony-sumulating-factor) enthalt. M-CSF (auch als CSF-1 be- 
zeichnel) wird von Monozylen Fibroblasten und endothelial Zellen produziert. Die Konzentration von M-CSF in dem 
J^'e" V °" S 20 Mg/ " Medium > vorzugsweise 4 bis 6 yg/1 und in besonders bevorzugter Weise 5 ug/1 be- 

[0040] AnschlieBend oder gleichzeilig mussen die Zellen in Gegenwart von Interleukin 3 (IL-3) kultiviert werden Die 
Weis? oTvl "iL-S/U^gt™ ^ V °" °' 2 ' vorzu S sweise °- 3 bis °> 5 u 8 besonders bevorzugter 

[0041] GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform der Erfindung werden die Zellen zusatzlich in Gegenwart einer 
Mercapu,verb.ndung kuluviert ,n der mindestens eine Kohlenwasserstoffgruppe an den Schwefel gebunden ist, wobei 
die Koh e„wasser S .oilgruppe(n) mil e.ner oder mehreren funklionellen Gruppen substiluiert sein kann (konnen). Durch 
die zusalzl.che Verwendung e.ner derarligen Schwefelverbindung kann die Anzahl der durch Dedifferenzierung der m<> 
rnCrnVlTr^ ,,e " f^" nene " ^'ammzellen ges.eigert werden, die einen oder mehrere der Stammzell marker 
CDVU, CD! 17, CD 123 und CD 135 expnmieren. 

[0042] Vorzugsweise ist/sind die funklionelle(n) Gruppe(n) Hydroxyl- und/oder Amingruppen. In besonders bevor- 
zugter We.se .st d,e Schwefelverbindung 2-Merca P toethanol. GemaB einer weiteren bevoreuglen Ausfiihrungsform is, 
die Schwefelverbindung Dimethylsulfoxid (DMSO). 

[ <?V 3 h Mcn ^ dcr vcrwcndcicn Schwefelverbindung kann von ctwa 4 bis etwa 200uMol/l bezogcn auf den 
Schwefel betragen. Bevorzugt sind etwa 100 uMol/1 

'T^lpTrhTn^ 50,116 ^ K »«™ «™ ^ pi bis etwa 1 3 p., vorzugsweise etwa 

[0045] Die Behandlung mil IL-3 und gegebenenfalls mil der Schwefelverbindung kann gleichzeilig mil oder im An- 
SlltS I Monozylen erfolgen. Vermehrung und Dedifferenzierung solllen zusammengenommen 
mcht mehr als 10 Tage ,n Anspruch nehmen, wobei die Behandlung mil IL-3 und gegebenenfalls mil der Schwefelver- 
^S? S mind , estens 3 und maximal 10 Tage, vorzugsweise 6 Tage lang durchgefuhrt werden sollte 
yj- w « eme,nsame Durchfuhrung der Vermehrung und Dedifferenzierung, wie in Beispiel 2 beschrieben wer- 
den die Monozylen nach Isolierung in ein Medium iiberfuhrt, welches sowohl den Wachstumsfaktor, insbesondere M- 
CSF, als auch das IL-3 sow.e vorzugsweise die Schwefelverbindung, insbesondere Mercaptoelhanol oder DMSO enthalt 
[0047] GemaB emer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung schlieBt sich im nachsten Schriu die Zug- 
abe ernes biologisch vertraghchen oiganischen Losungsmiltels zu dem die Zellen enlhallenden Medium an, urn die Zahl 
?OniH i ?f e ^ S , Verfah ^ s frei im Me ? ium Aottierenden Stammzellen zu erhohen. Die Menge des Losungsmiltels kann 
10pl bis 1 ml betragen. Vorzugswe.se handeli es sich urn einen Alkohol mit 1-4 Kohlenstoffatomen, wobei die 7ugabe 
nliTln bevorzugt ist. GemaB einer besonders bevorzugten Ausfuhrungsform werden die Zellen mil der 

Dampfphase des zuvor defimnienen biolog.sch vertraghchen oiganischen Losungsmiltels, vorzugsweise mit Ethanol- 
dampf, m Konukt gebracht (vgl. Beispiel 2). Die Einwirkungszeit des o^anischen Losungsmiltels! in besonders bevor- 
zugter We.se des Ethanoldampfes, sollte 4-12 Slunden, vorzugsweise 8-10 Stunden betragen 

m^iJrX 6 ^ Wi %?% ;« rfi "^ngsS™aBe Verfahren in KulturgefaBen durchgefiihrt, deren Oberflache zuvor 
mitfoetalem Kalberserum (FCS) besch.chlel wurde (vergl. Beispiel 2). Altemativ kann auch humanes AB-Serum mann- 
icher Spender verwendet werden. Die Beschichtung mil FCS kann dadurch erfolgen, daB man die Oberflache der Kul- 
tu^eiaBe vor Ingebrauchnahme ran FCS bedeckt, und nach einer Einwirkungszeifvon einigen Stunden. insbesondere 2 
Weise entfemt ' beS °" denS bevorau g ter Weise 1 Stunden, das nicht an der Oberflache haftende FCS auf geeignete 

[0049] Aufgrund ihrer adhasiven Eigenschaften haften die Monozylen und die wahrend des Verfahrensablaufs aus die- 
sen hervorgehenden Stammzellen am Boden des jeweiligen Kulturgefafies 

[0050] Wird eine Behandlung mil orgauischem Losungsmittel durchgefuhrt, so losen die Zellen sich bereits in dieser 

SSZ'f " l % g 7T^ U J" fa u S r°T BOden - ° ie (Weitere) Ablosu "g kann auf mechanische Weise, beispielsweise 
mil einem femen Zellschaber. Spachtel oder einer Pipettenspitze erfolgen 

10051] GemaB einer bevorzugten Ausfuhrungsform des Verfahrens erfolgt die vollstandige Ablosung durch Behand- 



lung mit einem geeigneten Enzym, bespielsweise mir Trypsin (vergl. Beispiel 2). Die Trypsin-Losung (0,1 bis 0,025 g/I, 
vorzugsweise 0,05 g/1) kann 2-10 Min. lang bei 35°C bis 39°C, vorzugsweise bei 37°C in Gegenwart von CO2 auf die 
Zellen einwirken. 

[0052] Die Trypsinaktivitat wird sodann auf ubliche Weise blockien und die nun frei flotiierenden dedifferenzierten, 
5 programmierbaren Stammzellen konnen auf ubliche Weise beispielsweise durch Zenlrifugieren gewonnen werden. Sie 
stehen nunmehr, entweder suspendiert in einem geeigneten Medium, beispielsweise in RPMI-1640, fiir die sofortige Dif- 
ferenzierung in die gewunschten Zielzellen zur Verfugung. Sie konnen jedoch auch einige Tage lang in dem Medium ge- 
halten werden, wobei dann, wenn die Zellen langer als etwa 48 Stunden als dedifYerenzierte, programmierbare Stamm- 
zellen in Kultur gehalten werden sollen, das Hinzufiigen von Zytokinen oder LDF-Faktor (Leukemia inhibitory factor), 
10 vergl. Nature, 414, 94, (2001 - a. a. O.) bevorzugt ist. In einem derartige Faktoren enthaltenden Medium konnen die 
Stammzellen mindestens 10 Tage lang als dedifYerenzierte, programmierbare Stammzellen gehalten werden. 
[0053] Fiir die langere Lagerung konnen die Zellen tiefgefroren werden. Protokolle zum Tiefgefrieren lebender Zellen 
sind im Stand der Technik bekannt, vgl. Griffith M. et al., Epithelial Cell Culture, Cornea, in Methods of Tissue Enginee- 
ring, Atala A. und Lanza RP, Academic Press 2002, Kap. 4, Seiten 131 bis 140. Ein bevorzugles Suspensionsmedium 
15 zum Tiefgefrieren der erfindungsgemaBen Stammzellen ist PCS enthaltendes DMEM, vergl. Beispiel 2. 
[0054] Die Erfindung wird nachfolgend anhand von Beispielen weiter erlautert und beschrieben. 

[0055] Soweit nicht innerhalb der Beispieie definiert, ist die Zusammensetzung der verwendeten Medien und Substan- 
zen, nachfolgend angegeben: 

20 1. Penicillin/Streptomycin-Losung 

10.000 Einheiten Penicillin als Natriumsalz von Penicillin G und 1000 ug Streptomycin als Streptomycinsulfat je ml 
physiologische Kochsalzlosung (NaCl 0,9%). 

25 2. Trypsin-EDTA 

0,5 g Trypsin und 0,2 g EDTA (4 Na)/1 

3. Insulin 

30 

human, rekombinant hergestellt in E. coli, etwa 28 Einheiten/mg 

4. RPMT 1640 (IX, fiussig (11875) Enthalt L-Glutamin 

35. [0056] RPMI (Roswell Park Memorial Institute) Media 1640 sind angereicherte Fonnulierungen, mit weitreichender 
Anwendbarkeit fur Saugerzellen. 
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Komponenten 


Mol.-Gewicht 


Konz. (mg/1) 


Molaritat (nM) 


Anorganische Saize 


Calciumnitrai (Ca(N0 3 ) 2 4H 2 0) 


236 


100,00 


0,424 


Kaliumchlorid (KC1) 


75 


400,00 


5,30 


Magnesiumsulfat (MgS0 4 ) 


120 


48,84 


0,407 


Nairiumchlorid (NaCl) 


58 


6000,00 


103,44 


Natriumbicarbonat (NaHC0 3 ) 
Natriumphosphat (Na^HPO^) 


84 


2000,00 


23,800 


142 


800,00 


5,63 


Weitere Komponenten 


Glucose 


180 


2000,00 


11,10 


Glmathion, reduziert 


307 


1,50 


0,0032 


Phenolrot 


398 


5,00 


0,0125 


Amtnosauren 


L-Arginin 


174 


200,00 


1,10 


L-Asparagin 


132 


50,00 


0,379 


L-Asparagi nsaure 


133 


20,00 


0,150 


L-Cysteindihydrochlorid 


313 


65,00 


0,206 


L-GIutaminsaure 


147 


20/00 


0,136 


L-Glutamin 


146 


300,00 


2,05 


Glycin 


75 


10,00 


0,133 


L-Histidin 


155 


15,00 


0,0967 


L-Hydroxyprolin 


131 


20.00 


0,153 


L-Isoleucin 


131 


50,00 


0,382 


L-Leucin 


131 


50,00 


0,382 


L- Ly sinhydrochlorid 


146 


40,00 


0,219 


L-Methionin 


149 


15,00 


0,101 


L- Phenyl alanin 


165 


15,00 


0,0909 


L-Prolin 


115 


20,00 


0,174 


L-Serin 


105 


30,00 


0,286 


L-Threonin 


119 


20,00 


0,168 


L-Tryptophan 


204 


5,00 


0,0245 


L-Tyrosindinatrium, Dihydrat 


261 


29,00 


0,110 


L-Valin 


117 


20,00 


0,171 


Vitamine 


Biotin 


244 


0,20 


0,008 


D-Calciumpantothenat 


477 


0,25 


0,0005 


Cholinchlorid 


140 


3,00 


0,0214 


Folsaure 


441 


1,00 


0,0022 


i-Inositol 


180 


35,00 


0,194 


Naicinamid 


122 


1,00 


0,0081 


p-Amonobenzoesaure (PABA) 


137 


1,00 


0,0072 


Pyridoxin HC1 


206 


1,00 


0,0048 


Riboflavin 


376 


0,20 


0,0005 


Thiamin HC1 


337 


1,00 


0,0029 


Vitamin B12 


1355 


0,005 


0,00000369 



Referenz: Moore G.E.,Gerner, R.E. und Franklin, H. A. (1967) J. A.M. A. , 199:519 
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5. PBS (Dulbecco's phosphatgepufferte Kochsalzlosung) vergl. J. Exp. Med. 98,167 (1954) 





Komponenten 


cr/1 


c 


KC1 


0,2 




KH 2 P0 4 


0,2 


10 


NaCl 


8 . 00 


Na 2 PH0 4 


1,15 , 



15 6. 2-Mercapto-Ethanol 

Qualitat zur Synthese; Gehalt > 98%, Dichte 1,115 bis 1,116, vergl. z. B. Momo, Jet al., J. Am. Chem. Soc. 73, 4961 
(1951). 

?0 7. Ficoll-Hypaque 

Lymphozyten Separationsmedium (Saccharose/Epichlorhydrin Copolymerisat Mg 400.000, Dichte 1,077, eingestellt 
mit Natriumdiatrizoat). 

25 8. Retinsaure 

Vitamin A Saure (C20H28O2), 300 pi in 1.5 ml PBS entsprechend 1 mM. Als Medium zum Programmieren von Neuronen 
und Gliazellen 150 pi auf 10 ml Medium entsprechend 10" 6 M verwenden. 

30 9. DMEM 

(Dulbecco's modifiziertes Eagle Medium (high glucose) vgl. Dulbeeco, R. et al., Virology 8, 396 (1959) Smith, J. D. et 
al., Virology 12, 158 (1960) Tissue Culture Standards Committee, In Vitro 6, 2 (1993) 

35 10. L-Glutamin 

flussig: 29,2 mg/ml 

1 1 . Collagenase Typ II 

40 

Vergl. Rodbell, M. et al., J. BioL Chem. 239, 375 (1964). 

12. Interleukin-3 (IL-3) 

45 Rekombinantes humanes IL-3 aus E. coli [(Yang Y. C. et al„ Cell 47, 10 (1986)]; enthalt das 133 Aminosaure-Reste um- 
fassende reife IL-3 und die 134 Aminosaure-Reste umfassende Methionyl-Form im Verhaltnis von etwa 1 : 2; berechnete 
Mol-Masse etwa 17.5 kD; (R&D Katalog Nr. 203-IL) 



13. Antikorper 



50 



Die in den Beispielen verwendeten Antikorper gegen die Antigene CD14, CD31, CD90, CD117, CD123, CD135 sind 
kommerziell erhaltlich. Sie wurden aus den folgenden Quellen bezogen: 

CD14: DAKO, Monoclonal Mouse Anti-Human CD 14, Monocyte, Clone TUK4, Code No. M 0825, Lot 036 Edition 
02.02.01; 

55 CD31: PharMingen International, Monoclonal Mouse Anti-Rat CD31 (PECAM-1), Clone TLD-3A12, Katalog No. 
22711D, 0.5 mg; 

CD90: Biozol Diagnostica, Serotec, Mouse Anti Human CDw90, Clone No. F15-42-1, MCAP90, Batch No. 0699; 
CD117: DAKO, Monoclonal Mouse Anti-Human CD117, c-kit, Clone No. 104D2, Code No. M 7140, Lot 016, Edition 
04.05.00; 

60 CD123: Research Diagnostics Inc., Mouse anti-human CD123 antibodies, Clone 9F5, Katalog No. RDI-CD123-9F5; 
CD135: Serotec, Mouse Anti Human CD135, MCA1843, Clone No. BV10A4H2. 

Beispiel 1 

65 Abtrennen von Monozyten aus Gesamtblut 

[0057] Zur Vermeidung der Blutgerinnung und zum Futtern der Zellen wurden 450 ml Vollblut in einem 3-Kammer- 
beutel-Set mit 63 ml einer Stabilisator-Losung vermischt, die je Liter H 2 0 3,27 g Citronensaure, 26,3 g Trinatriumcitrat, 
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25,5 g Dextrose, und 22,22 g Natriumdi hydroxy phosphai enthielt. Der PH-Wert der Losung beirug 5 6-5 8 
100581 Zur Blutkomponententrennung erfolgte anschiieBend eine "scharfe Zenirifugation" dieses Gemisches zur Blut- 
komponenienirennung. bei 4000 rpm iiber 7 min bei 20°C Hieraus resultierie eine 3-Schichtung der korpuskularen und 
mcht-korpuskularen Bestandteile. Durch Einsetzen des Beutelsets in eine dafur vorgesehene PreBmaschine wurden dann 
die Erythrozyten in den unteren Beutel, das Plasma in den oberen Beutel gepreBt und der sogenannte Buffy-coat verblieb 
im mittleren Beutel und enthielt ca. 50 ml Volumen. 

10059] Die Menge von 50 ml frisch gewonnenem BurTy-coat wurde nun in jeweils 2 Portionen a 25 ml geteilt und da- 
mn jeweils 25 ml Ficoll-Hypaque Separationsmedium uberschichtet, welches zuvor in zwei 50 ml Falconrohrchen ee- 
tulli worden war. fe 

(0060] Dieser Ansatz wurde 30 Min. lang bei 2500 rpm ungebremst zenirifugiert. Im Buffv coat noch vorhandene Ery- 
ihrozyten und tote Zellen lagen danach unterhalb der Ficoll-Phase wahrend die weiBen BJutzellen einschlieBlich der Mo- 
nozyien als weiBe Interphase auf dem Ficoll separiert sind. 

10061 j AnschiieBend wurde die weiBe Interphase der Monozyten vorsichtig abpipeu iert und mit 10 ml Phosphat gepuf- 
lerlerphysiologischer Kochsalzlosung (PBS) genii sent. 

10062] Danach wurde dieser Ansatz dreimal 10 Min. lang bei 1800 rpm gebremst zenirifugiert, wobei der Uberstand 
nach jeder Zentnrugation abpipettiert. und mil frischem PBS aufgefiillt wurde. 

10063] Das am Boden des Zentnrugation sgefaBes (Falconrohrchen) gesammelte Zelipellet enthielt die mononukleare 
Zellrrakuon, d. h. die Monozyten. 
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Beispiei 2 

Vermehrung und Dedifferenzierung der Monozyten 

[0064] Die Kultivierung und Vermehrung der Monozyten einerseits und die Dedifferenzierung der Zellen andererseits 
erfolgte in einem Schntt in Nahrmedium der folgenden Zusammensetzung: 



RPMI 164 0 Medium 


440 ml 


Foetales Kalberserum (FCS) 


50 ml 


Peni cillin/St rep t omyc in 
Losung: 


5 ml 


2-Mercaptoethanol 
(Stocklosunq) 


5 ml 


Gesamt volumen 


500 ml 



0065] Das Nahrmedium enthielt femer 2,5 ug/500 ml M-CSF und 0,2 ug/500 ml Interleukin 3 (IL-3) 
10066] Die in Beispiei 1 isoherten Monozyten wurden in 5 Kammem einer 6-Kammer-Rundlochplatte (30 mm Durch- 
messer pro Loch) in einer Menge von jeweils etwa 10 5 Zellen je Kammer ubertragen und mil jeweils 2 ml des oben an- 
gegebenen Nahrmediums aufgefiillt. Die 6 Loch-Platte war zuvor mit reinem inaktivierten FCS gefullt und das FCS nach 
% lW » ab S e g° ssen w orden, urn auf diese Weise eine FCS beschichtete Platte zu erhalten. Die Bestimmune der 

Zellzahl fur die exakte Dosierung je Loch erfolgte nach bekannten Verfahren, vergl. Hay R. J., Cell Quantification and 
Charactensauon, in Methods of Tissue Engineering, Academic Press 2002, Kapitel 4 S 55-84 

l ££V u D ; e ^l^t^ 1 ^ WUrde ™ l dem zu g eh5ri S e " Meckel abgedeckt und 6 Tage lang in einem Brutschrank bei 
37 C gehalten. Die Zellen setzten sich nach 24 Stunden am Boden der Kammem ab. An jedem zweiten Tag wurde der 
Uberstand abpipettiert und die Kammem der 6-Loch-Platte mit jeweils 2 ml frischem Nahrmedium wieder aufgefullt 
[0068] Am 6. Tag wurden 2 ml 70%iges Ethanol in die frei gebliebene 6. Kammer der 6-Loch-Platle gefullt, die Platte 
wurde wiederum verschlossen und weitere 10 Stunden lang bei 37°C im Brutschrank gehalten 

[0069J Nachfolgend wurden jeweils 1 ml einer 1 : 10 mit PBS verdiinnten Trypsinlosung in jede der Zellen enthalten- 
den Kammern der Rundlochplatte pipettiert. Die geschlossene Rundlochplatte wurde 5 Min. lang bei 37°C unter 5% CO, 
im Bmtschrank gehalten. 1 ' 

l0 V t °\ ^° Tf yP sinak f ivitMt ^ danach durch Zugabe von jeweils 2 ml RPMI 1640 Medium zu den Rundlochern 
geblockt Der gesarnte Uberstand der jeweiligen Kammem (1 ml Trypsin + 2 ml Medium) wurde abpipettiert, in einem 
15 ml Falconrohrchen vereinigt und 10 Min. lang bei 1800 rpm zenirifugiert. Der Uberstand wurde nachfolgend verwor- 
fen und der Niederschlag mil frischem RPMI 1 640 Medium (2 ml/10 5 Zellen) versetzt 

J^il ?! CSe Zelisus P ension konnt e direkt zur Differenzierung in verschiedene Zielzellen verwendet werden 

r^vl/n^o em ^ V r ,Klen J ? !ie ZeUen naCh ^"^^S^ 011 Verwerfen des Trypsin enthaltenden Uberstandes mit 
DM5U/FCS als Einfnermedium versetzt und in einer Konzentration von lO^/ml tiefgefroren 

10073] Das Einfriermedium enthielt 95% FCS und 5% DMSO. Jeweils etwa l(f Zellen wurden in 1 ml des Mediums 
autgenommen und in folgenden Stufen abgekuhir 
30 Min. auf Eis; 

2 Stunden bei -20°C im vorgekuhlten Styroporkasten; 
24 Stunden bei -80°C in Styropor; 

Lagerung in Rohrchen in FliissigstickstofT(N 2 ) bei -180°C. 

[0074] Zur immunhistochemischen Phenolypisiemng der nach obigem Vertahren generierten Zel I population dediffe- 
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renzierter programmierbarer Stammzellen monozytaren Ursprungs wurden jeweils 10 5 Zellen abgenommen und als Cy- 
tospin-Praparat auf Objekttragern zur weiteren histochemischen Anfarbung fixieri. (Ref. Watson, P. A slide centrifuge; 
an apparatus for concentrating cells in suspension on a microscope slide. J Lab Clin Med. 68: 494-501 . 1966). Hiemach 
konnten die Zellen durch die von Cordell JL, et al., (Literatur s. u.) beschriebene Technik nit APAAP-Rot-Komplex ge- 
5 farbt werden. Die Verdiinnung des zugesetzten Primarantikorpers erfolgte, soweit nicht anderes angegeben, in der \fer- 
diinnung 1 : 100 mil PBS, wobei jeweils 200 ul dieser Antikorperkonzentration eingesetzt wurde. Als Primarantikorper 
wurden inonoklonale Antikorper gegen die in Tabelle 1 gelisteten Zellantigenepitope eingesetzt. Abb. 6 zeigt gefarbte 
Cytospinpraparate und den entsprechenden Nachweis der Stammzellmarker CD90, CD 11 7, CD 123 und CD 135. 

10 Literatur zur Farbetechnik 

Cordell J. L. et al., Immunoenzy malic labeling of monoclonal antibodies using immune complexes of alkaline phosphat- 
ase and monoclonal anti-alkaline phosphatase (APAAP complexes). J. Histochem. Cytochem. 32, 219-229 (1984) 

15 Literatur zu den Markern 

CD14 

Ferrero E., Goyert S. M.; 

"Nucleotide sequence of the gene encodinig the monocyte differentiation antigen, CD 14"; 
20 Nucleic Acids Res. 16: 4173-4173 (1988). 
CD31 

Newman P. J., Berndt M. C, Gorski J., White J. C. H, Lyman S., Paddock C, Muller W. A.; "PECAM-1(CD31) cloning 
and relation to adhesion molecules of the immunoglobulin gene superfamily"; 
Science 247; 1219-1222 (1990). 
25 CD90 

Seki T„ Spurr N., Obata F, Goyert S., Goodfellow P., Silver J.; 

"The human thy-1 gene: structure and chromosomal location"; Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 6657-6661 (1985). 
CD117 

Yarden Y., Kuang W.-J., Yang-Feng T., Coussels L., Munemitsu S., Dull T. J., Chen E., Schlessinger J., Francke U., U1I- 
30 rich A.; 

"Human prolo-oncogene c-kil: a new cell surface receptor tyrosine kinase for an unidentified ligand "; 
EMBO J. 6: 3341-3351 (1987). 
CD 123 

Kitamura T., Sato N., Arai K., Miyajima A.; 
35 "Expression cloning of the human IL-3 receptor cDNA reveals a shared beta subunit for the human IL-3 and GM-CSF re- 
ceptors."; Cell 66: 165-1174 (1991). 
CD 135 

Small D., Levenstein M., Kim E., Carow C, Amn S. Rockwell P., Witte L., Burrow C, Ratajazak M Z., Gewirtz A. M., 
Civin C. I.; 

40 "STK- 1 , the human honolog of Flk-2/Flt-3, is selectively expressed in CD34+ human bone marrow cells and is involved 
in the proliferation of early progenitor/stem cells.; 
Proc. Natl. Acad. Sci USA, 91: 459-463 (1994). 



45 



50 



55 



60 



Tabelle 1 

Antigenexpression der erfindungsgemaBen Stammzellen 



Antigen 



Farbreaktion 



Staromzell Marker 

CD90 ++ 

CD117 + 

CD123 ++ 

CD135 + 

D i f f er enz i erung smarker 

CD14 (Monozyten) + 

65 [0075] Die angegebene Graduierung entspricht der ermittelten Antigenpositivitat, die sich ab Tag 4 bis Tag 9 nach Kul- 
tivierung der Monozyten in den entsprechend spezifizierten Medien zeigt und erfolgte durch mikroskopischen Vergleich 
der jeweiligen Cytospin-Farbungen mit der negativen Kontrolle (beobachtete Farbung ohne Primarantikorper). 
+ deutliche Farbreaktion der 'Zellen mit dem Primarantikorper; 
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++ starke Farbreakiion der Zellen mil dem Primaraniikorper. 

' w 61 * k K ^ Urden " Ur C y IOS P in P rS P ara te evaluien, die mehr als 70% vitale Zellen mil lypischer Stammzellmorpholo- 
gie (s. Abb. o) autwtesen. " K 

Beispiel 3 

Herstellung von Neuronen und Gliazellen aus adullen Slammzellen 

10077] Die Herstellung von Neuronen und Gliazellen erfolgte in Petrischalen mil einem Durchmesser von 100 mm 
Zur Vorberetiung der Petrischalen wurden in jedeSchale 5 ml reines inakiiviertes foetaJes Kalberserum (FCS) gefiillt, so 
daB der Boden bedeckt war. Nach 7 Std. wurde der nicht an dem Boden der Pelrischale haftende Anteil des FCS abpipel- 

" ert H m , M^ ge "^ B B ? Sp l Ci . 2 her S esle,llen Ze««" w ^den in eine der vorbereileten Petrischalen gegeben und es 
wurden 10 ml Nahrmedium der folgenden Zusammenseizung hinzugefiigt: 



DMEM-Losuncj 


440 ml 


(FCS) 


50 ml 


1-Glutamin 


5 ml 


Penicillin (100 U/l) / 
Streptomycin (100 Mq/D Losunq 


5 ml 


Gesamtvolumen 


500 ml 



(0078] Das Nahrmedium enthielt femer Retinsaure in einer Menge von 1 x 100" 6 M/500 ml 

[0079] Die Reprogrammierung/Differenzierung der eingeseizten Slammzellen in Neurone und Gliazellen erfol fi te in- 
nerhalb von 10 Tagen wobe. das Medium im Absland von etwa 3 Tagen gewechselt wurde. Die Zellen waren nach die- 
sent Zeitraum zum groBten Te,l adharent am Boden der Kammer und konnien analog, wie zuvor Fur die Slammzellen be- 
schneben, durch kurzzeiuge Trypsinierung vom Plattenboden gelost werden. 

Beispiel 4 

Nachweis von neuronalen Vorlauferzellen, Neuronen und Gliazellen 

[0080] Zur spateren immunohistochemischen Charakterisierung der durch die dedifferenzierten programmierbaren 
Slammzellen mduzicrlcn Zielzcllen wurden die aus Monozylen generiertcn Slammzellen (10 s Zellen/Dcckelglas) auf 
Deckelglaschen (20 mm x 20 mm), die auf den Boden der 6-Rund-Lochplatien (30 mm Durchmesser pro Kammer) pla- 
ziert wurden aufgetragen und mil dem Nahrmedium (2 ml) pro Lochplatte kultiviert. Nach Ausdifferenzierung der je- 
we,hgen Zielzellen wurden d.ese wie folgt fixiert: Nach Abnahme des Nahrmediums (Uberstand) erfolgte die Fixierung 
der gezuchteten Zielzellen durch Zugabe von 2 ml Methanol, welches 10 Minuten lang einwirkte. Danach erfolgte das 
*S^r r ,h e H r' S "hI^t 6 ^ h P ,a " en wurden ^weimalig mil PBS (jeweils 2 ml) gewaschen. Hiernach konnten 
die Zel en durch die von Cordell, J. L. et al. Immunoenzymatic labeling monoclonal antibodies using immune complexes 
2,Q W "Aqq^T I "^noclonal antt-alkaline phosphatase (APAAP complexes). J. Histochem. Cytochem. 32, 
219-229 (1994) beschnebene Techmk mil APAAP-Rot-Komplex gefarbt werden. Die Verdunnung des zugesetzten Pri- 
maranukorpers ertolgle, soweit nichl anderes spezifiziert, in der Verdunnung 1 :. 100 mil PBS, wobei jeweils 200 ul die- 
ser Antikorperkonzentration in jedes der 6 Rundlocher pipettiert wurde 

[0081] Neuronate Vorlauferzellen wurden durch Farbung der Zellen mil dem Antikorper gegen das 5 100 Antigen nach- 
gewiesen, vgl. mmleres Bild der Abb. 1 (x200). 6 

I2fS wu 5 den d " rch spezifische Expression von Synaptophysin MAP2 (microtubular associates protein 2) 

oder Neurofilament 68 mil den enlsprechenden spezifischen Antikdrpern (Primaraniikorper 1 : 300 mit PBS verdunnO 
nachgewiesen, rechtes Bild der Abb. I,x200. 

[0083] GKazellen, wie zum Beispiel As.rozyten, wurden durch Detektion von GFAP (glial fibrillary associated protein) 
(PnmaranUkorper 1 : 200 mil PBS verdunnt) nachgewiesen, linkes Bild der Abb. 1 x200 

i^Jt,? 1 * T ™™ n ? V ? n ^™ Und G,iazellen erfol 8 ,e durch spezifische Antikorper gegen MAP2 (Neurone) oder 
m,B * MACS (Magnetic Activated Cell Sorting) nach dem Verfahren, wie es beispielsweise in Car- 

h iL • Is °' aUOn and Selecuon 10 Methos of Tissue Engineering, Academic Press 2002, Kapitel 2, Seiten 19-35 be- 
senneoen tst. 

[0085] Die mittels Anfarbung sichtbar gemachten Zelltypen sind in Abb. 1 gezeigi. 

Beispiel 5 

Herstellung von Endolhelzellen aus dedifferenzierten programmierbaren adulten Stammzellen monozytaren Ursprungs 

[00S6] Zur Zuchtung von Endothelzellen wurde ats Matrix Matrigel® (Beckton und Dickinson, Heidelberg DE) ver- 

wendet. Dabei handelt es sich urn eine Matrix aus Fibronektin, Laminin und den Collagenen I und IV 

100S7] Die gefrorene Matrix wurde iiber einen Zeitraum von 12 Stunden bei 4°C im Kuhlschrank langsam aufgetaut 
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Dabei anderte sich die Zustandsform, d. h. die urspriinglich fesle Matrix wurde schwammig/flussig. Sie wurde in diesem 
Zustand in eine 48-Loch-Platte (10 mm Durchmesser je Kammer) in solcher Weise aufgetragen, daB der Boden der je- 
weiligen Kammern bedeckt war. 

[0088] Nach dem Auftragen wurde die Platte 30 Min. lang bei Raumlemperatur gehalten, bis sich das Gel auf dem Bo- 
5 den als adharente S chichi verfestigt hatle. 

[0089] AnschlieBend wurden etwa 1 x 10 2 Zellen je Kammer mit Zusatz des Nahrmediums (wie in Beispiel 2 beschrie- 
ben) auf Matrigel® inkubiert. 

[0090] Nach 4-5 Tagen zeigten sich die ersten tubularen Zellstrange, die sich nach 6-8 Tagen in dreidimensionale Zell- 
netzwerke entwickelten. Auf den Zellen konnten die Endothelmarker CD31, und Faktor VIE mit den jeweils spezifi- 
10 schen Primarantikorpern (200 ul, jeweils 1 : 100 mit PBS verdunnt) nachgewiesen werden. 

[0091] In einem altemativen Verfahren wurde die verfliissigte Matrix auf eine GefaBprothese aufgetragen und diese an- 
schlieBend mil den dedifTerenzierten programmierbaren adulten Slammzellen gemaB Beispiel 2 beschichlel. Nach etwa 6 
Tagen war ein Endothelrasen zu erkennen, der die Prothese zirkular ausgekleidete. 

[0092] Die durch Farbung mil entsprechenden Endolhel-spezifi schen Antikorpern (s. o.) sichtbar gemachten Endothel- 
15 zellen sind in Abb. 2 gezeigt. Im mittleren Bild sind die Zellen nach 5 Tagen Inkubation auf Matrigel® dargestellt. Erste 
tubulare Strange verbinden einzelne Zel I aggregate. Die dunkelbraun markierten Zellen exprimieren CD31-Antigen 
(x200 mit Gelbfilter). Nach 8 Tagen kommt es zunehmend zur Bildung von dreidimensionalen Netzwerkstrukturen (anti- 
CD3l-Antigen-Farbung, x200 mil Gelbfilter). Nach 12 Tagen bilden die neu-differenzierten CD31 + -Zellen, die auf Mat- 
rigel® gcziichtet wurden, eine GefaBahnliche dreidimensionale Rohrc mit mehrschichtigcn Wandstrukturen aus, die bc- 
20 reits morphologisch an ein GefaB erinnert. Man erkennl, daB nunmehr nahezu alle Zellen das CD3 1 - Antigen exprimieren 
(CD31 -Farbung, x400, Blaufilter), rechte Abbildung. 

Beispiel 6 

25 Herstellung von Fettzellen (Adipozyten) 

A 

[0093] Fur die Programmierung/Differenzierung der adulten Stammzellen gemaB Beispiel 2 in Fettzellen wurde zu- 
30 nachst ein konditioniertes Medium generiert. Hierzu wurden 20 g eines autologen Fettgewebes, d. h. von Fettgewebe der 
gleichen Spenderperson, aus deren Blul auch die Monozyten stammten, wie Tolgt aufgearbeitet: 

Zunachst wurde das Fettgewebe in einer Petrischale zerkleinert und die zerkleinerten Gewebebrocken wurden durch ein 
Sieb (Durchmesser der Locher 100 um) passiert. 

[0094] Die so erhaltene Suspension wurde anschlieBend in eine Petrischale mit einem Durchmesser von 100 mm uber- 
35 fuhrt und 10 ml DMEM-Medium mit einem Gehalt an 30 mg Collagenase TyP E hinzugefugt. Zur Einwirkung der Col- 
lagenase auf die Fettzellen wurde der Ansatz etwa 60 Min. lang bei Raumlemperatur (22°C ± 2°C) stehen gelassen. 
[0095] AnschlieBend wurde das Gemisch in 50 ml Falconrohrchen uberfuhrt und die Rohrchen wurden 10 Min. lang 
bei 1800 rpm zentrifugiert. 

[0096] Nach Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das aus Adipozyten und 'Vbrlauferzellen bestehende 
40 Zellpellet in 8 ml eines Mediums der folgenden Zusammensetzung aufgenommen und in Petrischalen (Durchmesser 
100 mm) 10 Tage lang bei 37°C im Brutschrank inkubiert: 



DMEM- Losung 


444,5 ml 


(FCS) 


50 ml 


Insulinlosung 


0,5 ml 


Penicillin (100 U/l)/ 
Streptomycin (100 fig/l) Losung 


5 ml 


Ge s am t vo 1 umen 


500 ml 



55 [0097] Die Insulinlosung enthielt 18 mg Insulin (Sigmal-0259) gelost in 2 ml Essigwasser (bestehend aus 40 ml H 2 0 
und 0,4 ml Eisessig). Die Losung wird mit Essigwasser im Vernal tnis 1:10 verdunnt. 

[0098] Wahrend der 10 Tage dauernden Inkubation bildete sich das Fettzell-konditionierte Medium, FCCM als Uber- 
stand. Der Uberstand wurde nach jeweils 2 bis 4 Tagen durch frisches Nahrmedium ersetzt. Das jeweils beim Medium- 
wechsel gewonne FCCM wurde steril filtriert und bei -20°C gelagert. AnschlieBend wurden 10 ml des oben beschriebe- 

60 nen FCCM mit etwa 10 6 Stammzellen gemaB Beispiel 2 in eine Petrischale (Durchmesser 100 mm) gegeben. Die ersten 
Fettvakuolen enthaltenden Vorlauferzellen wurden nach 4 Tagen sichtbar (Abb. 3A). Nach 6 Tagen erschienen verein- 
zelte, mit Sudan-Rot anfarbbare Adipozyten (Abb. 3B und C). Nach 10 Tagen kam es zur typischen Aggregation und 
Clusterbildung dieser Zellen, die in diesem Stadium bereits makroskopisch als Fettgewebe erkennbar wurden (Abb. 3D). 
[0099] Die durch Anfarben sichtbar gemachten Fettzellen in den Abb. 3A-3D unterscheiden sich damit ganz wesent- 

65 lich von den Kontrollen 3E und 3F: Abb. 3E zeigt die monozytaren Ursprungszellen, die im Nahrmedium (wie in Bei- 
spiel 2 angegeben) fiir 6 Tage gezuchtet wurden, jedoch ohne Zusatz von IL-3 und 2-Mercaptoethanol zu dem Nahrme- 
dium. Hiernach erfolgte die Zugabe des FCCM. Diese Zellen waren nicht in der Lage, in Fettzellen zu differenzieren. 
Abbildung F. zeigt Zellen, die 6 Tage lang mit komplettem Medium (gemaB Beispiel 2) kultiviert wurden, und die dann, 
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stait mit FCCM mil Nahrmedium (gemaB Beispiel 2) fur weiiere 6 Tage behandeli wurden. Das FCCM enthali also Kom- 
ponenten, die als Signalgeber fur die Differenzierung in FettzeUen benotigi werden 

[0100] Das Farben der Zellen mit Sudan-Rot erfolgie nach der von Panicle Jr.. C. W. et aL, Epithelial Cell Culture- Bre- 
ast, tn Methods of Tissue Engineering. Academic Press 2002. Kapitel 4, S. 141-149.3A.B CundDgezeigt 
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[0101] Zusatzhch zurPhanotypisierung der FettzeUen durch Farbung mit Sudan-Rot erfolgte eine molekularbioloei- 
sche Charaktensierung der FettzeUen auf mRNA-Ebene, urn zu uberprufen, ob das genetische Programm der Fettzelle 
nach enlsprechender Programmierung mit dem eingeselzlen FeuzeU-kondilionierenden Medium eine entsprechende Al- 
teration ertahrt und typ.sche, fur FettzeUen beschriebene messenger-Ribonukleinsaure (mRNA)-Transkripte in den aus 
programnuerbaren Monozyten programmierlen Felzellen nachweisbar sind. Zwei fur den Feltzellstoffwechsel lypische 
mRNA-Seguenzen wurden mittels Polymerase- Kettenreaktion (PCR) aus isolierten RNA-Proben von dedifferenzierten 
programnuerbaren Stainmzellen monozylaren Ursprungs und, in einem parallelen Versuchsansalz, aus den prograin- 
mierten FettzeUen amphhziert, namlich "peroxisome proliferative activated receptor gamma" (PPARG) mRNA (Ref 
S W T'iS7 l nif 7 Q u '^ io " of u adi P°genesis in fibroblasts by PPAR gamma 2. a lipid-activated transcription factor 
mRNA ,Rf 1L fv Z^^gf ^""nimer; NM_O05037) und "leptin (obesity homolog, mouse)" 
™ ~ - Y - et aL Phonal cloning of the mouse obese gene and its human homologue. Nature 372 425-432 

1994),Oenbank,Zugangscodenummer: NM_000320). 

l A 01 ° V*. hi f rfar notwend 'g e RNA-Isoberung, die reverse Transkriptionsmethodik und die Bedingungen der PCR- 
Amphfikation der gewiinschten mRNA-Sequenzen wurden wie im Stand der Technik detailliert beschrieben, durchge- 
fuhrt, s .hierzu, Ungefroren H., et al., "Human pancreatic adenocarcinomas express Fas und Fas ligand yet are resistant to 
Fas-mediated apoptosis", Cancer Res. 58, 174 1 - 1 749 ( 1 998). 

J0103] Zu diesem Zweck wurden die jeweiUgen zur PCR-Amplifikation hergestellten Primer so ausgewahlt, daB der 
forward and reverse Primer an mRNA Sequenzen binden, deren homologe Bereiche im chromosomalen Gen in zwei ver- 
schiedenen Exons liegen und durch ein groBes Intron voneinander getrennt sind. Hierdurch konnte sicheigestellt werden 
daB das erhaltene Ampl.fikationsfragment von der in der Zelle enthaltenen mRNA und' nicht von der in der chromoso^ 
^sgewmv V ° rhandenen Se< l uenz stammt Im Einzelnen wurde fur PPAR-y und fur Leptin folgende Primersequenzen 

[0104] PPAR-J. forward-primer; 265-288 (korespondierende Gensequenz in Exon 1), reverse-primer 487^165 (kor- 
respondierende Gesequenz in Exon 2), dainil eigibt sich ein Amplifikalionsfragment von 487 - 265 bp = 223 bp s Abb 
Wie femer aus Abb. 3G ersichtlich, sind Spuren an transkribierter PPAR -y-spezifischer mRNA bereits in der pro- 
gramm.erbaren Stammzelle utid in der Tumorzellinie HL-60 (einer humanen promyeloischen Leukame-Zelllinie) nach- 
weisbar, allerdings mil s.gmfikant geringerer Signalbande als in der Fettzelle selbst. Dagegen laBt sich das Fettzell-spe- 
zifische Protein LepUn nur in den aus der programmierbaren Stammzellen abgeleiteten FettzeUen auf mRNA-Ebene 
durch reverse-Transknptase-PCR nachweisen. 

SSL'S ^ *° ntIO } le ^ S ^ tCn Pf 0 .g ramrai , erbare " Stammzellen (progr. StammzeUe) und die humanen Tumor- 
zelllm.en HL-60, Panc-1 und WI-38 transknbieren kein Leptin. Als Negativkontrollcn wurden alle Ansatze ohne Zusatz 
der reversen Transknptase (Fettzelle/-RT) und H 2 0-Proben simultan mitbestimmt. Durch Nachweis des GAPDH-house- 
keepmg Gens in den Pos.tivkontrollen ist sicheigestellt, daB die jeweiligen PCR-Amplifizierungsschritte in den Einzel- 
ansatzen ordnungsgemaB durchgefuhrt wurden. 

Beispiel 7 

Herstellung von LeberzeUen (Hepatozyten) 
A 

[0106] Fur die Programmierung der dedifferenzierten programmierbaren Stammzellen monozylaren Ursprungs gemaB 
Beisp.el 2 in L*berzellen wurde zunachst ein kondilioniertes Medium generiert. Hierzu wurden 40 g humanes Leberee- 
webe wie folgt aufgearbeitet. s 
[0107] Zunactet wurde das Lebergewebe mehrmals in PBS gespult, um es weiteslgehend von Erythrozyten zu be- 
freien. AnschheBend wurde das Gewebe in einer Petrischale zerkteinert und mit einer Dissoziationslosung etwa 45 Min 
lang be. Raumtemperatur inkubiert. Die Dissoiationslosung bestand aus 40 ml PBS (Phosphate buffered sahne) 10 ml 
?™7 = 10 ™* PBS verd " T ""ten Trypsinlosung und 30 mg Collagenase Typ H (Rodbel M., et al. J. Biol Chem 239" 375 
m,™ Nach45minut 'ge rlnkubation wurden die Gewebebrocken durch ein Sieb (s. Beispiel 6) passiert " ' 

fi vr 1 i A " S K hl, ^ d W " rde da i Gemisch in 50 ml Falconrohrchen uberfuhrt. bis auf 50 ml mit PBS aufgefuUt und 
IU Mm. lang bei 1800 rpm zentnfijgiert. 

[0109] Nach Zentrifugation wurde der Uberstand verworfen und das die LeberzeUen enthaltende ZeUpeUet wurde er- 
neut mil 50 ml PBS gewaschen und zentrifugiert. Der so entstandene Uberstand wurde wiederum verworfen und das 

v£ IS5 m? , e,ne K ^o" mS t r fo, 8 enden Zusammensetzung aufgenommen und in ZeUkulturflaschen (250 ml 
Volumen) 10 Tage lang bei 37°C im Brutschrank inkubiert: 
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Leberzel I- Wachstu msmedi um 



V L1 "ci ucii-gi \j wn 1 HicAJiuill, l_v^vjivi y 




Krivii io4u ivieaium 


44j mi 


rucidics rvaiocrseruxii \rv^o ) 


SA ml 
jyj ail 


Penicill in/Streptomycin- Lag . 


5 ml 


insui iniOoung 


n S ml 
nil 


Gesamtvolumen 


500 ml 



15 10110] Das Nahrmedium enthielt zusatzlich 5 ug (10 ng/ml Epidermal growth factor (Pascal!, I. C, et al., 1994, J. Mol. 
Endocinol. 12, 313). Die Zusammensetzung der Insulinlosung wurde in Bsp. 6 beschrieben. 

[0111] Wahrend der 10 Tage dauernden Inkubation bildete sich das Leberzell-konditionierte Medium, LCCM als Uber- 
stand. Der Uberstand wurde nach jeweils 2 bis 4 Tagen durch frisches Nahrmedium ersetzt. Das jeweils beim Medium- 
wechsel gewonnene LCCM wurde steril fi Itriert (Filter mit 0,2 um PorcngroBe) und bci -20°C gclagcrt. 
20 [0112] 1 x 10 6 dedifferenzierte Stammzellen wurden dann mit 10 ml eines Mediums der folgenden Zusammensetzung 
in einer Petrischale (0 100 mm) oder einer Kulturflasche kultiviert. 

Leberzel 1-Differenzierungs- Medium 
7S (Livercell-differentiation medium, LCDM): 



LCCM 100 ml 

Insulinlosung (Bsp. 6) 0,1ml 

30 "Epidermal growth factor" 1 fig 

"Hepatocyte growth factor" 70 ml 

[0113] "Hepytocyte growth factor" [Kobayashi, Y et al. Biochem. Biophys. Res. Commun. 220, 7, (1996)] wurde in 
35 der Konzentration 40 ng/ml eingesetzt. Nach einigen Tagen konnten morphologische Veranderungen zu Aachen, polygo- 
nalen mono- oder diploiden Zellen beobachtet werden (Abb, 4 A). Nach 10-12 Tagen konnten aus dedifTerenzierten 
Stammzellen entstandene Hepatozyten durch einen immunhistochemischen Nachweis des leberspezifischen Antigens 
"Alpha-Fetoprotein" identifiziert werden (Jacobsen et al., Am. J. Surg. Pathol. 1981; 5: 257-66), wie auf den Abb. 4B 
und 4C gezeigt. 

40 

B 

[0114] Zusatzlich zur Phanotypisierung der Hepatozyten durch immunhistochemischen Nachweis des Alpha-Foeto- 
proteins erfolgte eine molekularbiologische Charakterisierung der Hepatozyten auf mRNA-Ebene um zu iiberpriifen, ob 

45 das genetische Programm der Stammzellen nach entsprechender Programmierung mit dem eingesetzten Leberzell-kon- 
ditionierenten Medium eine entsprechende Alteration erfahrt und als typisch fur Leberzellen beschriebene messenger- 
Ribonukleinsaure (mRNA) in den aus den erfindungsgemaBen Stammzellen hervorgegangenen Hepatozyten nachweis- 
bar sind. Zu diesem Zweck wurde das Vorhandensein von funf verschiedenen, fur Hepatozyten typischen mRNA-Se- 
quenzen mittels Polymerase-Kettenreaktion (PCR) in isolierten RNA-Proben aus dedifferenzierten programmierbaren 

50 Stammzellen monozytaren Ursprungs und, in einem parallelen Versuchsansalz, aus den durch Programmieren der 
Stammzellen erhaltenen Leberzellen untersucht. Im einzelnen handelte es sich um "Homos sapiens albumin mRNA", 
[Ref. Lawn, R. M. et al. The sequence of human serum albumin cDNA and its expression in E. coli. Nucleic Acids Res.. 
9,6103-61 14, (1981)1, Genbank Zugangscodenummer: NM-000477; "alpha- fetoprotein mRNA" [Ref. Morinaga T, et ah 
Primary structures of human alpha- fetoprotein and its mRNA. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 80, 4604-4608, (1983)], 

55 Genbank Zugangscodenummer: V01514; "Human carbamyl phosphate synthetase I mRNA" [Ref. Haraguchi, Y, et al., 
Cloning and sequence of a cDNA encoding human carbamyl phosphate synthetase I: molecular analysis of hyperammo- 
nemia, Gene 107, 335-340 (1991)1, Genbank Zugangscodenummer D90282, "Homo sapiens coagulation factor II" 
(Thrombin, F2) mRNA [Ref. Degen, S. J. et al. Characterization of the complementary deoxyribonucleic acid and gene 
coding for human prothrombin, Biochemistry 22, 2087-2097, (1983)], Genbank Zugangscodenummer NM-000506; 

60 "Homo sapiens coagulation factor VII" (serum prothrombin conversion accelerator, F7) mRNA [Ref. NCBI Annotation 
Project. Direct Submission, 06-Feb-2002, National Center for Biotechnology Information, NIH, Bethesda, MD 20894, 
USA] Genbank Zugangscodenummer XM-027508. 

10115] Die hierfiir notwendige RNA-Isolierung, die reverse Transkriptionsmethodik und die Bedingungen der PCR- 
Amplifikation der gewiinschten mRNA-Sequenzen wurden wie im Stand der Technik detailliert beschrieben durchge- 
65 fuhrt, siehe hierzu Ungefroren H. et al. "Human pancreatic adenocarcinomas express Fas and Fas ligand yet are resistant 
to Fas-mediated apoptosis", Cancer Res. 58, 1741-1749 (1998). 

[0116] Die jeweiligen Primer zur PCR- Amplification wurden so ausgewahlt, daB der "forward" und "reverse" Primer 
an mRNA-Sequenzen binden, deren homologe Bereiche im chromosomalen Gen in zwei verschiedenen Exons liegen 
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und durch ein groBes Inlron voneinander getrennt sind. Auf diese Weise konme sichergestellt werden, daB das erhaltene 
Amplifikationsfragment von der in der Zelle enthaltenen mRNA und nicht von der in der chromosomalen DNA vorhan- 
denen Sequenz stammt. 

[0117] Es wurden die nachfolgend angegebenen Primersequenzen ausgewahlt; die Ergebnisse der jeweiligen PCR 
Analysen sind in Abb. 4D wiedergegeben. Die erfindungsgemaBen dedifferenzierten, programmierbaren Stammzellen 5 
sind dorl als "progr. Stammzelle" und die durch Programmieren von diesen abgeleiteten Hepatozyten als "progr. Hepa- 
tozyt" bezeichnet. 

- Alpha-Foetoprotein: forward-primer. 1458-1478 (korrespondierende Gensequenz in Exon 1), reverse-primer: 
1758-1735 (korrespondierende Gensequenz in Exon 2), damit ergibt sich ein Amplifikationsfragment von 10 
1758-1458 bp = 391 bp, siehe Abb. 4D. 

Wie Abb. 4 zeigt, laBl sich die progranunierbare Stammzelle (progr. Stammzelle), in der selbst keine spezifischen 
mRNA-Transkripte fur Alpha-Fotoprotein nachweisbar sind, in einen Hepatozyten programmieren (progr. Hepato- 
zyt), der dieses mRNA-Transkript enlhalt (positive Bande mit dem Molekulargewichl von 301 bp). Hieraus erkliirt 
sich auch die immunhistochemische Nachweisbarkeit des Alpha-Fotoproteins, wie auf den Abb. 4B und 4C ge- 15 
zeigt. Die Positiv-Kontrollen, namentlich humanes lebergewebe und die Lebertumorzellinie HepG2 transkribieren 
ebenfalls Alphafbtoprotein-spezifische mRNA, wie die Banden von 301 bp bestatigen. 

- Albumin: "forward-primer": 1450-1473 (korrespondierende Gensequenz in Exon 1), "reverse-primer": 
1868-1844 (korrespondierende Gensequenz in Exon 2), damit ergab sich cin Amplifikationsfragment von 1868 - 
1450 bp = 419 bp. siehe Abb. 4D. * 20 
Abb.4D zeigt Spuren an transkribierter Albumin-spezifischer mRNA bereits in der programmierbaren Stammzelle, 
wahrend die durch Programmieren der Stammzellen emaltenen Hepatozyten, sowie die positiv-Kontrollen, namlich 
normales Lebergewebe und die Tumorzelhnie HepG2 starke Banden exprimieren. 

- Carbamyolphosphatase Synthetase I: forward-primer 3135-3157 (korrespondierende Gensequenz in Exon 1), re- 
verse-primer. 4635-46 1 3 (korrespondierende Gensequenz in Exon 2), damit ergibt sich ein Amplifikationsfragment 25 
von 4635 - 3135 = 1500 bp, siehe Abb. 4D. 

Die Carbamoylphosphat Synthetase I stellt ein fur den Hepatozyten spezifisches Enzym dar, welches eine wichtige 
Rolle bei der Metabolisierung von Hamstoff im sogenannten Hamstoffzyklus iibernimmt. Diese Entgiftungsfunk- 
tion wird durch funktionsfahige Hepatozyten gewahrleistet. Wie Abb. 4D belegt, lassen sich sowohl in den aus pro- 
grammierbaren Stammzellen generierten Hepatozyten als auch in den Positiv-Kontrollen (aus humanem Leberge- 30 
webe und die HepG2 Tumorzelhnie) die spezifischen mRNA-Banden (1500 bp) fur Carbamoylphosphat Synthetase 
I nachweisen. Die etwas schwachere Expression der mRNA Bande fur die programmierten Hepatozyten (progr He- 
patozyt) erklart sich durch das fehlende Substratangebot in der Kulturschale. 

- Gerinnungssfaktor II: forward-primer 1458-1481 (korrespondierende Gensequenz in Exon 1), reverse- primer. 
1901-1877 (korrespondierende Gensequenz in Exon 2), damit ergibt sich ein Amplifikationsfragment von 1901 - 35 
1458 = 444 bp, siehe Abb. 4D. 

Dieses ebenfalls Hepatozyten- spezifische Protein laBt sich lediglich in dem programmierten Hepatozyten (progr. 
Hepatozyt) und in der Positiv-Kontrolle aus humanem Lebergewebe auf mRNA-Ebene durch Bandencxpression bei 
444 bp nachweisen, wogegen die programmierbare Stammzelle (progr. Stammzelle) diese Bande nicht zeigt, d. h. 
das Gen wird dort nicht transkribiert, wie in Abb. 4D gezeigt. 40 

- Gerinnungsfaktor VII: forward-primer 725-747 (korrespondierende Gensequenz in Exon 1), re verse- primer: 
1289-1268 (korrespondierende Gensequenz in Exon 2), damit ergibt sich ein Amplifikationsfragment von 1289 - 
725 = 565 bp, siehe Abb. 4D. 

Ebenso wie der Gerinnungsfaktor II wird auch dieses Protein lediglich in programmierten Hepatozyten (progr. He- 
patozyt) und in der Positivkontrolle (humanes Lebergewebe) transkribiert (siehe Banden bei 656 bp), wenn auch 45 
schwacher als der Gerinnungsfaktor II. Weder die programmierbare Stammzelle noch die Negativkontrolle (H 2 0) 
zeigen diese spezifische mRNA-Bande. 

- Glyzerinaldehyd-dehydrogenase: Dieses auch als "housekeeping gene" bezeichnete Gen laBt sich in jeder euka- 
ryotischen Zelle nachweisen und dient als Kontrolle einer in alien Proben ordnungsgemaB durchgefuhrten PCR- 
Amplifikation, die parallel mitbestimmt wird und durch Zugabe einer definierten Menge an RNA aus den jeweiligen 50 
Zellproben zustande kommt. 

- Als Negativkontrollen wurde in alien Ansatzen H 2 0-Proben simultan mitbestimmt. Da H 2 0 keine RNA enthalt, 
wird auch nichts amplifiziert und die Bande bleibt aus (dient damit als Gegen kontrolle). 



Beispicl 8 55 

Herstellung von Hautzellen (Keratinozyten) 

[0118] Fur die Programmierung der dedifferenzierten programmierbaren Stammzellen monozytaren Ursprungs gemaB 
Beispiel 2 in Hautzellen wurde zunachst ein konditioniertes Medium generiert. Hierzu wurde 1-2 cm 2 humane Voilhaut 60 
wie folgt aufgearbeitet. p 

[0119] Das Hautmaterial wurde zunachst unter sterilen Bedingungen von der Subcutis befreit. Das Gewebe wurde nun 
insgesamt 1 Ox mit PBS in einem sterilen Behalter durch kraftiges Schutteln gewaschen. Nach der 2. Waschung wurde 
das Gewebe nochmals von demarkierten Bindegewebsresten befreit. 

[0120] Danach wurde das Hautmaterial in eine Petrischale mit einem Durchmesser von 60 mm gegeben, dort mit 3 ml 65 
einer 1:10 mit PBS verdiinnten Trypsin losung versetzt und in kleine Stucke (etwa 0^ bis 1 mm ) geschnitten. Danach 
wurden dem Gemisch erneut 3 ml der 1 : 100 mit PBS verdiinnten Trypsinlosung zugesetzt und die Mischung wurde bei 
37°C 60 Minuten lang unter intermittierendem Schutteln inkubiert. 
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[0121] Danach lieB man die groBeren Parti kel sedimentieren und der die Keratinozyten enthaltende Uberstand wurde 
abgegossen und bei 800 rpm 5 min. lang zentrifugiert. Der nun entstandene Uberstand wurde abpipettiert und das Zell- 
pellet in 3 ml eines Mediums der folgenden Zusammensetzung aufgenommen und in Petrischalen (0 100 mm) 15 Tage 
lang im Brutschrank bei 37°C inkubiert. 

Keratinocyten-Wachstums-Medium 
(Keratinocyte-growth-medium, KGM): 



10 



15 



30 



50 



DMEM 333 nil 

Foetales Kalberserum (FCS) 59 ml 

Ham's F12 Medium 1 1 i ml 

Penicillin/Streptomycm-Lsg. 5 ml 

Insulinlosung (Bsp.6) 0,5 ml 



Gesamtvolumen 500 ml 

20 [0122] Das Nahrmedium enthielt 5 ug "Epidermal growth factor" (genaue Spezifizierung, s. Beispiel 7) und 5 mg Hy- 
drocorlison (Ref. Merck Index: 12, 4828). 

[0123] Wahrend der 15 Tage dauemden Inkubation biidet sich das Keratinozytenzell-konditionierte Medium KCCM 
als Uberstand. Der Uberstand wurde nach jeweils 2-A Tagen durch frisches Nahrmedium ersetzt. Das jeweils beim Me- 
dium wechsel gewonnene KCCM wurde steril filtriert und bei -20°C gelagert. 
25 [0124] 1 x 10 6 dedifferenzierte Stammzellen wurden dann mit 10 ml eines Mediums der folgenden Zusammensetzung 
in einer Petrischale 100 mm) oder einer Kulturflasche kultiviert. 

Keratinocyten-Differenzierungs-Medium 



(Keratinocyte-diffemtiation-medium, KDM) 


KCCM 


100 ml 


Insulinlosung (Bsp.6) 


0,5 ml 


Epidermal growth factor (EGF) 


i m 


Hydrocortison 


1 mg 


Keratinocyte growth factor (KGF) 


2,5 fig 



40 

[0125] Keratinocyte growth factor wurde in einer Konzentration von 25 ng/ml eingesetzt, wie beschrieben von Finch 
et ah, 1996, Gastroenterology 110: 441. 

[0126] Nach einigen Tagen konnte eine morphologische Veranderung der Zellen beobachtet werden. Nach 6 Tagen lie- 
Ben sich die keratinozyten-spezifischen Antigene, Cytokeratin 5 und 6, die beide von dem verwendeten Primarantikorper 
45 gebunden werden, (Exp. Cell. Res. 1986, 162: 114) nachweisen (Abb, 5 A). Nach 10 Tagen erfolgte bereits in Kultur eine 
Zelladharenz der deuttich groBeren Einzelzellen, die einen sichtbaren Zellgewebeverband konfluierender Zellen erken- 
nen lieBen (Abb. 5B). 



Beispiel 9 

In vivo Anwendung dedifferenzierter programmierter Stammzellen monozytaren Ursprungs 



[0127] Zur Abklarung, inwieweit die programmierbaren Stammzellen in vivo nach Injektion iiber die Pfortader in die 
Leber eines genetisch-identischen Empfangertieres durch die im Leberorgan vorhandenen Signalgeber eine spezifische 
55 Differenzierung erfahren, wurden Leberorgane weiblicher LEW-Ratten zunachst mit Retrorsin behandelt, um die in der 
Leber vorhandenen Hepatozyten (Leberparenchymzellen) in ihrer Prolieferationsaktivitat zu hemmen [Ref. Lacone E. et 
al. "Long-term, near-total liver replacement by transplantation of isolated hepatocytes in rats treated with retrorsine, Am 
JPath 153,319-329,(1998)]. 

[0128] Zu diesem Zweck erhielten die LEW-Ratten 30 mg des Pyrrolizidin-Alkaloids Retrorsin, intraperitoneal zwei- 
60 malig, innerhalb von 14 Tagen gespritzt. AnschlieBend erfolgte eine 80% Resektion der so vorbehandelten Lebern ge- 
folgt von der Gabe von 5 x 10 5 der programmierbaren Stammzellen in 1 ml PBS in die Pfortader der verbliebenen Rest- 
leber. Die Stammzellen waren wie in Beispiel 2 beschrieben aus Monozyten mannlicher LEW-Ratten gewonnen worden. 
5 Tage nach Gabe der Stammzellen erfolgte eine Stanzbiopsie der Leber zur histologischen Beurteilung der Leber und 
zum Nachweisder aus den Stammzellen differenzierten Zelltypen mittels Ruoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) mit 
65 Y-Chromosom spezifischen Sonden, wie ausfuhrlich in Hoebee B., de Stoppelaar JM, et al. Isolation of rat chromosome- 
specific paint probes by bivariate flow sorting followed by degenerate oligonucleotide primed-PCR. Cytogenet Cell Ge- 
net 66: 277-282 (1994) beschrieben. 

[0129] Abb. 7A zeigt die aus den mannlichen LEW-Stammzellen abgeleiteten Y-Chromosom-positiven (rote Punkte 
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im Zellkem) Heptozyten am 5. Tage nach intraportaler Injektion in Retrorsin-vorbehandelte 80%-resezierte Leberorgane 
weibhcher Empfangerliere. Die selektive Entnahme der gleichen Leber am Tag 25 nach Stammzellinjektion zeigt die 
Differenzierung der Stammzellen in Hepatozyten, EndothelzeUen und Gallengangsepithelien. Zu diesem Zeitpunkt hat 
die LebergroBe bereits wieder NormalgroBe erreicht und > 90% der Zellen weisen ein Y-Chromosom auf. Hieraus kann 
gefolgert werden, daB die injizierten syngenen programmierbaren Stammzellen monozytaren Ursprungs in der Lage 
sind, in vivo eine komplette Wiederherstellung des Leberorgans mit normaler metabolischer Funktion zu bewerkstelli- 
gen. Abb. 7C zeigt hierzu die Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier (n = 4 pro Gruppe), Stammzell-behandelter versus 
unbehandelter Empfangerratten nach Retrorsingabe und 80% Leberreseklion. 

[0130] Die Funktionsparameter Bilirubin und Ammoniak (NH 3 ) belegen die voile metabolische Funktion der langzeit 
uberlebenden Stammzell-behandelien Tiere (Abb. 7D und 7E). 

Patenianspruche 

1. Verfahren zur Herstellung von dedifrerenzierten, programmierbaren Stammzellen humanen monozytaren Ur- 
sprungs, dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) Monozyien aus Human-Blut isoliert; 

b) die Monozyten in einem geeigneten Kulturmedium vermehrt, welches den zeliularen Wachstumsfaktor M- 
CSFenthalt; 

c) die Monozyten glcichzeitig mit oder im AnschluB an Stufe b) in einem IL-3 enthaltenden Kulturmedium 
kultiviert; und 

d) die in Stufe c) gebildeten humanen adulten dedifferenzierten, programmierbaren Stammzellen gewinnt, in- 
dem man die Zellen von dem Kulturmedium abtrennt. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB man dem Kulturmedium in Stufe c) ferner eine Mer- 
captoverbindung zusetzt. 

3. Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB man eine Mercaptoverbindung verwendet, in der min- 
destens eine Kohlenwasserstoffgruppe an den Schwefei gebunden ist, wobei die Kohlenwasserstoffgruppe(n) mit 
einer oder mehreren weiteren funktionellen Gruppen substituiert sein kann (konnen). ° 

4. Verfahren nach den Anspruchen 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, daB die Mercaptoverbindung 2-Mercaptoet- 
hanol oder Di methyls ulfoxid ist. 

5. Verfahren nach den Anspruchen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB man die Zellen im AnschluB an Stufe c) 
und vor Stufe d) mil einem biologisch vertraglichen organischen Losungsmittel in Kontakl bringt. 

6. Verfahren nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, daB das biologisch vertragliche oreanische Losunesmittel 
ein Alkohol mit 1-4 KohlenstofTatomen ist. 

7. Verfahren nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB der Alkohol Ethanol ist. 

8. Verfahren nach den Anspruchen 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB man die Zellen mit der Dampfphase des 
biologisch vertraglichen organischen Losungsmitteis in Kontakt bringt. 

9. Verfahren nach den Anspruchen 1-8, dadurch gekennzeichnet, daB man die Zellen im AnschluB an Stufe e) in ei- 
nem geeigneten Zellkulturmcdium suspendiert. 

10. Verfahren nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, daB das Medium RPMI oder DMEM ist 

11 Verfahren nach den Anspruchen 9 oder 10, dadurch gekennzeichnet, daB das Medium ein Zytokin oder LIF ent- 
halt. 

12. Verfahren nach den Anspruchen 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daB man die Zellen in einem flussigen Me- 
dium suspendiert und anschlieBend tiefgefriert. 

13. Verfahren nach Anspruch 12, dadurch gekennzeichnet, daB das Medium ein Zellkulturmedium ist. 

14. Dedifferenzierte, programmierbare Stammzellen humanen monozytaren Ursprungs. 

15. Stammzellen nach Anspruch 14, erhalUich nach dem Verfahren gemaB den Anspruchen 1 bis 13 

16. Pharmazeutische Zusammensetzung, enthaltend die dedifferenzierten, programmierbaren Stammzellen nach 
den Anspruchen 14 oder 15. 

17 Verwendung der dedifferenzierten, programmierbaren Stammzellen nach den Anspruchen 14 oder 15 zur Her- 
stellung von Zielzellen und Zielgewebe. 

18. Verwendung nach Anspruch 17, dadurch gekennzeichnet, daB man 

a) die gewunschten Zielzellen enthaltendes Gewebe zerkleinert; 

b) die Zielzellen und/oder Fragmente derselben aus dem zerkleinerten Gewebe gewinnt; 

c) die Zielzellen und/oder Fragmente derselben in einem geeigneten Kulturmedium inkubiert* 

d) den Uberstand des Kulturmediums wahrend und nach der Inkubation als Zielzell-konditioniertes Medium 
sammelt; und 

e) zum Reprogrammieren/Differenzieren der Stammzellen in die gewunschten Zielzellen die Stammzellen in 
Gegenwart des Zielzell-konditionierten Mediums wachsen laBt. 

19. Verwendung nach den Anspruchen 17 oder 18 zur Herstellung von Adipocytes 

20. Verwendung nach den Anspruchen 17 oder 18 zur Herstellung von Neuronen und Gliazellen 

21. Verwendung nach den Anspruchen 17 oder 18 zur Herstellung von EndothelzeUen. 

22. Verwendung nach den Anspruchen 17 oder 18 zur Herstellung von Keratinocyten. 

23. Verwendung nach den Anspruchen 17 oder 18 zur Herstellung von Hepatozyten. 

24. Verwendung nach den Anspruchen 17 oder 18 zur Herstellung von Inselzellen. 

Hierzu 11 Seite(n) Zeichnungen 
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